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我々は,これまでの報告 t)2)で ,接種 InRuenza
virus(ⅠⅤ)(NWS株)の赤血球吸着誘発感染価(HAD50)
と培養液中への産生ウイルスの赤血球凝集価 (fiA価)
測 定 法 を主 と して用 い, Polyomavirus(PV)
による NWS増殖増強現象を明らかにし, その機作
解明を試みてきた.その結果.NWS側よりみれば.







細胞が NWS増殖 に促進的 に働 く stimulon や
enhancerのような増殖促進物質3)を産生す るので は
なく,かっ紫外線 (UV)不活化 PVでも増強活性 が
あることから,むしろ PV サンプル中に.活性 ウイ
ルス粒子以外の活性因子が存在する可能性を指摘 して
きた.
そこで.この第 2報では.UV半不活化 NWS も
含めて,NWSのG2細胞感染増殖過程に及ぼす PV
の影響, PV サンプル中の活性因子が, PV粒子自
身なのか或いは PV増殖に用いたマウス胎児細胞の
by-productなのかなどを中心に検討を加えた.前報
では多用できなかった NWS の plaqueassay4)ち
その後改良され.再現性が確実にな ったので ,本実
験ではこの方法が NWSの定量 に多 く用 い られた.
得られた結果について以下述べてみたい.
材 料 と 方 法
I.使用細胞
ヒト骨巨細胞腫由来の継代培養細胞である G2 細
胞を用いた.培養条件 は前報 1)2)と同 じく, Eagle
MEM 培地にコウシ血清を10%に添加 したもので培養
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Ⅲ.NWSの定量





%)の算定 : 既述の方法7)によった.即ち, NWS
を細胞に接種 し,370C3時間吸着させた後 ,適宜 の
時間に.感染細胞を EDTA(Ethylenediaminetetra卜
acetate) および trypsinを用いて分散させた .
Hanks液で分散細胞を 1回洗液後,細胞を1.0×106/
ml前後に EagleMEM に浮遊 し,これに等量の0.5
%新鮮モルモット赤血球液 (M/15リン酸塩緩衝化 食
塩水 (PBS),pH7.2.に浮遊)を加えた.4oC に 1
夜放置後,血球計算板を用い鏡検 し,1,000個以上計
数 した細胞に対する赤血球吸着 (HAD)陽性細胞 の
割合を HAD %とした.この場合.鏡検で細胞 の全
面または一部に3個以上の赤血球が ｢イガダリ｣状に
付着 したものを HAD陽性細胞とした.
3. Plaqueassayによる感染価 (PFU)測定 :
直径50mm の Petridishに単層培養 したG2細
胞を Hanks液で′2回洗催し,測定材料 (NWS含有 )
を1.Oml接種 した.37oCで3時間吸着後,接種材料 を
捨て,更に Hanks液で洗礁 し,第 1次 Overlay
medium (OM)を重層後. 5% CO2･incubator で
34oCに培養 した.3日後 に NeutralRed を含 む
第 2次 OM を重層 し,翌日ブラックを計数 した.重
層用の medium は,前報2)のブラック瓶用処方を改
良 し,CO2培養用として次の処方のものを使用 した.
第 1次重層用medium :Medium-199 または
EagleMEM の10倍濃縮液10,0.5M Tris-bufer
(pH7.6)2,5% BovinePlasmaAlbuminFrac･
tion V (Armour) 2, 1% DEAE Dextran
(Pharmacia)1,7.5%炭酸水素ナ トリウム液 2,蒸潜
水 (3回)33. 2% SpecialAgarNoble(DIFCO)
50.全量100を 6ml/dish用いた.
第 2次重層用 medium :Medium-199 または
EagleMEM の10倍濃縮液 10,7.5%炭酸水素 ナトリ
ウム液 2,0.2% NeutralRed (DIFCO)5,蒸潜水
33,2% SPecialAgarNoble50,全量100を 2
ml/dish更に重層 した.
















は, PV処理または共存細胞への実際の吸着度 , お





感染細胞の数を示す HAD %の経時的変化 を測定 し














これをみると, HAD陽性細胞は,各群何 れ も接






よび感染価 (PFU/ml)を測定 したのが , Table1
である.吸着 (接種)前,32HAU/mlおよび4.3×106









前報り2)以来 NWS増殖増強効果のみられた PV 処
理操作のうち,上述の吸着に無影幣で,しかも効果が
最 も著しかった PV,存在下 (NWS接種後の MM中
に PVを含ませる)という方法を主として用 い,以
下の実験が行われた.
まず.こ でゝ NWS接種 (感染)後の早期 も含 め










まで観察 した.その結果は Fig.2に示 してある.
moi-1.0では.細胞 HAD%の推移 も,培養液中







時間以降では,HAD%も HA価も PV存在下 の方
が若干高くなり,従来観察されてきた PV 効果 を示
すに至った.
moiを0.1に下げると,感染増殖細胞数を示すHAD
%は. 12時 間 までは両群とも同じであったが.24
時間以降の PV存在 (添加)群は,対照群 よ り常 に
高い値を示 し,著しい差が見出された.これはmoi-
0.1の対顔群においては,1段増殖 (約12時間)後.約
















G2 cels NWSviruSbeforeadsorption afteradso叩tion(3hrs.,36
℃)HAU./ml PFU/ml HAU/ml
PFU/mluntreated(control) 32 4.3×106
< 2 1.8×106pre-treatedwithPV(10-1)forlday 32 4.3×1






に second stageが出現 し.そこでの増殖 が PV




ように,UV完全不活化 NWSで細胞を前処理 す る
と, 細胞性自家干渉が生 じ. その後で接種 された
NWSの増殖は強 く抑制されたが,PV を共存させる





1. UV半不活化 NWSの moiとの関係 .
4.0×107PFU/mlの NWSを10-30秒 UV 照射 し
て半不活化 し,(10~1-10~6) に稀釈 し,moiをかえ
村
てG2細胞に接種感染させ,PV存在の有無で,感染
4日後にみられる細胞 HAD %を比較 した.(Fig.
3)･その結果,未照射対照 (0秒)も含め,UV照射
の何れでも感染細胞数を示す HAD %は.PV (10-2)
添加群の方が,接種 NWSの稀釈 (moiの差) の如
何に抱 らず.常に無添加群より高い価を示 した.これ
ら両群の差は,接種 NWSの高稀釈 (低moi)で より
顕著に認められた.一方,低稀釈 (高moi)接種 の と
ころでは,より強い自家干渉を受けているため,PV




稀釈 (高 moi)接種が,出現 HAD %値 としては最
も低い値 (32%)を示 した. これら UV 半不活化
NWSの低 moi接種程,PV 効果が著明 であること
は,Fig 2に示 した未照射 NWSの場合と極 めて頬
似 しているといえよう.
図示は略 したが.感染4日後の培養液に産生されて
くるNWSの HA価の比較でも.PV 効果は Fig.3
Fig･2･ EffectofthepresenceofPolyomaviruson thekinetical
multiplication ofNWS in G2ceusinfected with adifetent
m.o.i.ofNWS
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れた NWSの感染価を plaqueassayで求 めたの
がFig.4である.こ でゝも.上記 HAD % (Fig.3)
や HA価と全く同様の結果が,低 moiのところで
更に大きな差となって得 られた.
2.接種 NWSの UV不活化度 (UV照射時間)
との関係
次に,前項の moiによる差 も考慮 して, 4段階










だ (UV照射の長い) NWSの何れの moiにおいて
ち,HAD%の10-100倍近い回復がみられた.同様の
現象は,PV存在または非存在の感染 4日目に培養液
に産生される NWS の plaqueassay (PFU測
定)でも認められた(Fig.5,.2).この高 moi(0.1)






























に稀釈して (PV感染 moiを変えて),種 々の条
件で細胞に与え,NWS感染4日後の感染陽性細胞数
を示す HAD%をみた (Fig.6,1).細胞を 1日前
処理した場合には (10-1)稀釈で.維持液に加えた場
合には (10~2) 稀釈で最も高い NWS 増殖増強を示
し.それぞれ (10~2), (10~3)稀釈まで有効であっ
た.この効果は,PV液を UVで不活化 して も, ウ
イルス粒子の一部をモルモット赤血球で吸着 して除















粒子 と考 え られる)を用いると. glycinbufer





このような NWS増殖増強効果が,果して PV 特
異的かどうかについて.同様の DNA 型 ウイルス :
Cow poxvirus(CPV)を PV と同じ条件でマウス






胎児初代培養 (ME)細胞に感染増殖させ採取 した も
のについて比較した.対照には,同一条件の非感染細
胞の培養液(CMNE)を用いた.
まず,各サンプルを第 1次重層 medium 中 に.
(10~3) に添加 した.鹿添加対照の NWS のブ ラッ
ク数を100とすると,従来用いてきた PV (4B5-
6)では132-139,新たに用いた PV(SE)でも126に
増加がみられた.しかし,CPV や CMNEを加 えて
ら,99-103と全く変化はなかった (Table2.1).
一方,NWS接種後.細胞の維持液に PV,CPV,








123添加では79, CPV 添加の時は21と.逆 に





有 と患われる NWS増殖増強能が,抗 PV血清 で P
V 粒子を中和 した場合どうなるかについて検討 した
.これは前報2)ぉよび Fig.6,1)の実験で,UV不活
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る).その後,PV一抗血清浪合液中の PV が (10~2)
になるように重層 medium に加えるとい う条件 で .
中和 PV サンプルの NWS増殖増強活性 をみた.対
照には,PV (10-2).または抗 PV血清 (10~3) 蘇
加重層 medium を用いた.
異なる NWSサンプルを用いて行った 3回 の実験
結果が･Table3に示されている.無琴加 の もの に
見出されるブラックを100とすると,抗 PV血清添加






よりも,むしろ PV が ME細胞に感染 したことによ





上述のごとく,PV サンプ ル中の NWS 増殖増強
活性因子は,PV特有で,PV粒子を中和 してもなお
残存 し,かつ Fig.6にみられるごとく低温 です こぶ
る安定であった.従って,PV粒子以外の PV感染
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果る時期に採取 した PV サンプルの比較検討を行 っ
た.
サンプルとしては,PV(4096HAU)をME細胞 に
接種 し,感染2日後 (初期)および10日後 (後期)に












2withmedium containlng plaquenumbers(ratio) plaquenumers(ra
tio)None 95 (100) 1
39 (100)pV (4B5-β) 10-3 125 (132)
193 (139)PV (SE) 10-3 /
/ ･176 (126)/CPVME * 10-3
98 (103) 137 (99)CM M.E + 10-3-
97 (102) 141 (101)2)NWSproduction♯ inthe- presen
ceof PFU/ml (ra
tio)None 28×105 (100)
PV (4B5-6) 10二3 50×105
(178)cpVME * 10-3 6










none(control) 61 (100) 93 (100) 19
9 (100)anti-PⅥ10-3) 56 (92) 1d7 (115)
177 (87)pV(10-2J) 104 (170) 157.(169) 280､ 141







を採取 し,その HAU と PFUを測定 した.
1.PV2d.PV柑dサンプルの至適濃度 (PV の moi
との関係)
(10~7,10~2.10~3) に稀釈した2っの PV サ ンプ
ルの存在下で.培養液中に増殖 した NWSの PFU
を,接種後 3日と4日目に測定 した結果をFig.7.1)
に示 した.これを見ると,PV2..PV..･何れも,(10~2)
稀釈添加で最も高い NWS 増殖増強効果 を示 し
た.PV2JとPVIOdの比較では.HA価の低 いPV2dサ ン
プルの方が,HA価の高いPVIOdサンプルよ り常 に強











次に.これらPVサンプルを (10~2) に添加 した培
養維持液に産生される日毎のNWSを,感鞄価(PFU)
より観察 した (Fig.7,2).両サンプルの増強効果
は,対照の CM ofME2｡添加では未だ培養液 に感
染価が見られない感染後1-2日で既 に著明 に現 わ
れ.それは3-4日まで続いた. しかも. PV2d と
PVIOdを比較すると,PVl.の方が 1日早 く感染価を出
現させ,3日後まで PFU価も約10-100倍高かった.
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の30mm径 Petridish 3枚の数を平均 して求め,
培養は5% CO2培養で,液交換は毎日行なった.
PV2｡を (10~2)に増殖培考液 (GM)に加え･1･4×
105 cells/dish (2ml)から出発した培養 7日まで
のG2細胞増殖曲線を Fig.8,1)に示した.これを








































サンプルと同じく (10~2)に添加 した.NWS感染 2
日および3日後,2枚の Petridishより採取 した
培養維持液への産生 NWSの HAU と PFU を測定
した. 更に処理対照として, CM of ME2d の処












PV2d0.5mlに lNtiCl を0.011ml加えpH 2.0と
Table4.EfectofvarioustreatmentsofPV2dSampleon itsenhancing
activity forNWS multiplication in G2cels
TreatmentofPV2dsample (H AU /ml) RatioofNWSyieldH inculturemediatocontrol
oneat2qays(afterNWSinoculation)at3day
s(HAU /ml) (logPFU /ml) (HAU /ml) (logP
FU /ml)none (32) > 8 1 16) 147 (5.
3) 8 (256)heat (1取 …3霊 : ほ2i > 4 (8)1 (2 62 (4.93 4
8 (256)2 64pH 2.0foroVemightat4℃ (16) > 2 (4
) 50 (4.9) 4 (128)ultraVioleti汀adiation (32)
> 2 (4) 62 (4.9) 8 (256)dia lyzationwithPBS foroVemight (16) 年 8 573 4 128at 4℃neutr
alizationwithantiPVserum ((2)absorpton
GRC (16) > 8 (16) 60 (4.9) 8 (256)elutionfrom a
bsorbedGRC (4) 1 (く2) 1 (3.2) 1 ( 32)cultu;ceoTte,d.il弓
ofMEce1S







6.2)34 ( 77 81 5 4･ TreatedPV samplesorculturemediaofMEcelswere
addedto maintainancemedium atlOIL',･* NWS viruspr
oduced in culturemediaofNWS-infected G2cel
sin thepresenceofeach samplestreated.Table5.NWSvirusg
rowthenhancingactivityofsupernatantofPV2d
Samplecentrifuged at105,000g for2hourssamplesaddedtomaintenancemediumat10-2 (HAU/ml) R
atiosofNWS'yieldinculturemediatocontro
lonesat2days(afterNWSinoculation)at3da
ys(HAU/m1) (logPFU/ml) (HAU/ml) (logPFU/ml)pv2d に :ei:altant …;≡; >4 (6) 7
4 (5.4) 8 (512)80 5 【 8.9 (7.2)107 3lcM.ofME .( ::ei:altic
n:ntrol' ; 1 ((4) :: '(畑 .:-≡:≡i 1.0 (6.3)･ NWSvirusproducedinculturemedia
polyomavirusによる Influenza.yirusの増殖促進 〔ⅠⅠ〕
Table6.Effectoftrypsin treatmentofPV sampleson theirenhancing
activitiesforNWS multiplication
129
PVsamplesaddedtomaintenancemedium at102 NWSyieldinculturemediaofG2celsat3days fR.efdpuftdq:(tZoe,presenceoft‡Ysi-treaedPV ampleafterNWS o ationinthepresence
ofUntreatedPvsamples Frypsin-treatedPVsamp
lesHAU/ml PFU/ml(×1 05) HAU/ml PFU/m
×10517PV2d (Original) 128
214 32 92PV2d (supernatant)I 12
8 240 16 10 96CM ofME(origi
nal) 32 29 32 25 14CM ofME(supem tant) 35
26 13PV10d 32 45
32 33 27PV-67 256 309 16l 15
95none(control) 3.2 35 (32)*i (40)‥ (+ll)‥* Supern
atantaftercentrifugationfor2hoursat105,000g** In the presenc of ypsin ad trypsin inhibitorus
edJortreatmentし,4oCで 1夜放置後,1NN
aOH0.005mlと7.5%NaHCO30










HA 値は半減 したが,増強活性はなお残存 し,透析 し尽
されなかった.5.抗血清による中和の影響T
able3で,中和は増強活性に無影幣 なことが明らかに






この問題も一部Fig.6で行ったが,中和 と同 じく.異なる活性を示す PV サンプルでの確認のため再 び 行った.PV
2d0.5mlに新鮮モルモット赤血球 を充分(10%)に加え,4oCl夜放置後の遠心上清を PV
除去サンプルとした.か ゝる吸収の結果,PV の HA
価は半減 したが, 増強活性に大きな変化はなかった.この PV 吸着モル
モット赤血球を冷 Hanks液で 2回洗液後.1
/10量の EagleMEM を加え,37oCで4
時間 PV 遊出を行い,その遠心上清を遊出 PV とした.このサンプルの HA 価は,4HAU と低か っ
たが,その増強活性は全 く見出されなかった.この吸
着または遊出サンプルには.予想 した程の PV の吸
着乃至遊出が伴わなかったが.活性因子はむしろモ
ルモット赤血球には吸着せ
ず,従って遊出 PV サ ンプル中にも含まれてこな
いことを示す結果 と解釈 された.7.超遠心 の影響こ
れまでの幾っかの結果のうち,特に PV の HA価と増強活







は 完ゞ全に除くことができた. この対照 には,CM of
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ともは 同ゞ じ結果であったが,代表例を Table5に
示 した.有意の NWS増殖増強活性は,観察 デー タ
の何れにおいても,常に PV2｡Supに認められ,か
つ超嵐 L､前より更に若干上昇 した (PFl｣価 の増強比
率が74から80,8.9から10.7と,遠心後の Sup で僅
かではあるが常に高くなっに).このような現象は.対
照に用いた CM ofME2dの Supには全 く認 め ら
れなかった.これらの結果からも.活性因子 の本体
は,PV粒子自身よりも,PV感染マウス胎児細胞 が産
生する by･productであることが更 に明白 とな っ
た.
8.トリプシン処理による影筆





に含むように添加 して用いた.この条件で PV サ ン
プルの最終濃度は (10~2)であり,また トリプシンの
作用は充分抑制されている.対照には,PVサ ンプル









































放出が PV存在で促進され,低 moi接種時 の 2段
増殖に必要な再感染成立が早 くなるとい う機 作 も,
Fig.2に論 じたごとく考え難い.たゞ.この放出に関 し
ては,時間的促進は否定 で さて も,放 出量 (burst
size)が PVで増大させられる可能性は,これまでの
実験結果からは全 く否定できない.しかし,moi-1.0
の 1段増殖での液中産生 NWS の HA 価 を比較 す
a.と･特に著差は見出せず,これも余り積極的な機作
とは考え難かった.
次に考えられるのは,上述の Iag が何故低 moi









明らかにされた.そこで,この前報 の結果 もふ まえ
て,今回は不活化 NWSが種々に含まれるサンプル.
即ち半不活化 NWSを UV照射で人工的に作 り,低
moiNWS接種後の第 2段階増殖と同 じような実験
系での PV効果を検討 した.その結果は,上述のUV
非照射時の NWS増殖過程にみられたの と全 く同一
で.高 moiの時より低 moi接種時に, より強い
PV効果(NWS増殖促進増強)が見出 された . この
ことは,活性.半不活化を問わず,NWS粒子数が細

































もその追求に努めた.その結果,抗 PV 血清 による
中和.UVによる PV粒子の完全不活化,超遠心 に
よるPV粒子の完全除去やモルモット赤血球吸着 によ












l)12)と岡田13)の -.enhancer",Isaacs ら14)の .bloc･
ker",太田75)16)の -1nterferondepressor…(ID),
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は enhancer,blocker, ID などで, 共に inter-
feron(IF)の産生を抑制する作用14)16)23)を もっている.
これらは,何れもウイルス感染後,IF産生に先立って





















質の性状を,まとめて Table7に示 した. これ らの
物質の共通性状 としては,超遠心で も沈降 しない
non-viralfactorであること,非透析性で,pH2.0で
安定.そして核敢分解酵素では失活 しない点などがあ





も抵抗性を示す.しかし stimulonは,熟 に弱 く,
抗血清で申和され.トリプシン処理で失活す るなど.
や 異ゝなった性状をもっている.また IA は トリプ
シン処理で若干失活 し,IFが トリプシン半感受性 (ペ
プシンには高感受性)であるのと比べると. IA は
blockerなどと IFの中間的性質を有 している. こ
れら諸性状を比較検討すると,我々の PV サ ンプル
132 木 村
Table7.Propertiesofnon･viralfactorsthatenhancevirusgrowth
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は,IA乃至 IFに輯似 した性状 といえよう(Table7).Truden ら19)の報告によれ






性因子が存在 し得る可能性を強 く示唆 しているものといえる


















は.多 くの有効と思われる方法が駆使されてい るが ,
上述のごときウイルス増殖促進物質を用いるのも一つ
のアプローチであろう.また Chany らは, マ ウス
やヒトの肉腫組織の中には.IA活性 を有 す る物質 が
産生されていると報告 している20)30)が.これ は腫場の







験では,特に感染陽性細胞数を示す HAD % .培 養
液への産生 NWSのHA価および plaqueassay に
よる感染価AIl定が多用された.
1.PV の NWS増殖過程に及ぼす影響.
1)NWSのG2細胞への吸着 には何 ら影幣が な
い.
2)高 moiNWSの l段増殖では,PVの影幣 は
ない.低 moiで.2段以上の増殖をさせると,PV添
加のない時は,第 2段階の増殖開始までに,著明な増











もみられたが.Cow pox virusなどにはみ られ
ず,PV樽異的と患われた.
2)PV感染後 2日目の HA価の低い PV サ ンプ
ル (PV2d)の方が.HA価のはるかに高い10日目の サ







上清に存在 し,熱に比較的安定 (560C30分 で不活化
されず,100oC10分で不活化)で,非透析性 .UV や
pH2にも安定,抗PV血清で中和されず, トリプ シン
















5) 井上幸重.奥村秀夫 :組織培養 一基礎 と応用 -
(中井準之助 ら編)p.77,東京,朝倉書店,1964.










































































SupernatantofPV samplesultracentrifuged,inwhichPV particlesseemedto be
free,stillshowedastrongactivity,inspiteofitsnegativeHAU.Itsactivityremained
unchangedafterneutralizationwithanti･PVserurh.Thisactivefactorswereresistant
toheating(56oC,30m.)ortreatmentatpH 2.0andnotdialyzable,butinactivated
bytrypsintreatment.From theseresults,itwasconcludedthatactivefactorswere
non･viralsubstancessensitivetotrypsin,whichwereproducedinthePV-infected
MEcellsandabletoactontheG2cellsinfectedwithNWS.
